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(54) NukieinsaQrekonstrukt zur spezif ischen Genexpression in glatten Gefdssmuskelzellen 

(57) Die Erfindung betrifft neuartige Nukieinsaure- 
konstrukte umfa&send einen eine regulative SMHC- 
Sequenz, welche insbesondere in vivo eine spezif ische 
Genexpression in der glatten GefaBmuskulatur adulter 
Sauger ermdglichen; Vektoren, welche diese Kon- 
strukte urrrfassen; die Verwendung dieser NuWeinsau- 
rekonstrukte zur gentherapeutischen Behandlung von 
Dysfunktionen der glatten GefaBmuskulatur; Mittel ent- 
haltend die erfindungsgemaBen Konstrukte und Vekto- 
ren; sowie transgene Tiere und Zellinien, welche diese 
Nukteinsaurekonstrukte oder Vektoren tragen. 
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Beschreibung 



Die Erfindung betrifft neuartige NukfeinsSurekon- 
strukte. welche insbesondere in vivo eine spezrfische 
Genexpression in der glatten GefaBmuskulatur adulter s 
Sauger ermdglichen; Vektoren, welche diese Kon- 
strukte umfassen; die Verwendung dieser NuWeinsau- 
rekonstrukte zur gentherapeutischen Behandlung von 
Dysfunktionen der glatten GefaBmuskulatur; Mittel ent- 
haltend die erfindungsgemaBen Konstrukte und Vekto- w 
ren; sowie transgene Tiere und Zellinien, welche diese 
NuWeinsaurekonstrukte Oder Vektoren tragen. Anwen- 
dungsgebiete der Erfindung sind die Medizin, die Gen- 
technik und die pharmazeutische Industrie 

Die glatte GefaBmuskulatur bfldet den Hauptbe- 15 
standteil der GefaBwande arterieller und venOser Blut- 
gefaBe. Sie ist an der Pathogenese vieler das 
GefaBsystem betreffender Erkrankungen beteiligt, die 
trotz intensiver Forschung bis zum heutigen Tag nicht 
oder nur unzureichend therapierbar sind. Bei der Ent- 20 
stehung von vaskuiaren Usionen im Rahmen der Athe- 
roskferose, Restenose nach PTCA (Perkutane 
Transluminal Coronar Angioplastie) und arteriellen 
Hypertonie spielt das pathologische Wachstum von 
glatten Muskelzellen der GefaBwand eine zentrale Rolle 25 
(Luscher, T.F. (1995), Schweiz Med Wochenschrift 125: 
270-282). Daruber hinaus sind eine zunehmende Zahi 
von genetisch bedingten. d.h. angeborenen. Erkrankun- 
gen bekannt. welche eine Schadigung der GefaBwand 
verursachen. Hierzu zahlen beispielsweise die supra- so 
valvulare Aortenstenose und das Williams Syndrom 
(Keating, M.T und Sanguinetti, M.C. (1996), Science 
272:681-5). 

Im Rahmen der Hypertonie kann eine Tonussteige- 
rung der glatten GefaBmuskulatur beobachtet werden 35 
Im weiteren Verlauf werden im Bereich der Wider- 
standsgefaBe auch zur Mediaverdickung fuhrende 
Umbauvorgange (Remodeling) beobachtet, wahrend in 
den groBen UberleitungsgefaBen eher atheroskleroti- 
sche Veranderungen gefunden werden. Bei der Athero- 40 
sWerose tritt. wie auch bei der Restenose nach PTCA 
und Alterungsprozessen. eine Proliferation und Migra- 
tion glatter Muskelzellen auf. Diese Zellen zeigen eine 
Dedifferenzierung vom kontraktilen zum sekretorischen 
Phanotyp. Dadurch ergeben sich auch Veranderungen 45 
in der Expression von in der glatten Muskulatur vorkom- 
menden Genen. Die Pathogenese dieser Stdrungen ist 
noch nicht geWart; hierzu wurde sich ein transgenes 
Tiermodell anbieten, das die selektive Expression von 
Kandidatengenen in der glatten GefaBmuskulatur so 
erlaubt 

Wahrend es fur die arterielle Hypertonie pharmako- 
logische Therapiem6glichkeiten gibt, gelten andere 
Dysfunktionen der glatten GefaBmuskulatur. wie die 
Restenose nach PTCA, als schwer therapiebar. Aus 55 
diesem Grund wurden verschiedene therapeutische 
DNA-Sequenzen getestet, die alle einen antiproliferati- 
ven Effekt auf die glatte GefaBmuskulatur gemeinsam 
haben (Gibbons. G.H. und Dzau, V.J. (1996). Science 



272:689-93). Einer Anwendung dieser DNA-Sequenzen 
im Rahmen einer Therapiestunde am Menschen stehen 
jedoch Bedenken hinsichtlich der Sicherheit der Genex- 
pression im gewunschten Zielgewebe. der glatten 
GefaBmuskulatur. errtgegen. Es ist narrrfich bisher noch 
nicht gelungen. eine regulatorische DNA-Sequenz 
bereitzustellen. die eine spezifische Expression in 
somatischen Zellen der glatten GefaBmuskulatur von 
Arterien und Venen adulter Sauger ermoglicht Es 
besteht also das Risiko einer Kbexpression von thera- 
peufechen Genen in anderen Zellen als der glatten 
GefaBmuskulatur, was zu unvorhersehbaren Folgen bei 
emer somatischen Gentherapie fuhren kfinnte. 

Es gibt wenige Arbeiten. die sich mit der in vivo 
Charakterisierung von regulatorischen DNA-Sequen- 
zen beschaftigen. Wahrend einige Promotoren mit 
Herz-spezifischer AktMtat gefunden und deren Gewe- 
bespezifitat im transgenen Tiermodell nachgewiesen 
wurde (Franz. W.M. et al. (1995), Z. Kardiolo 84- Suppl 
4. 17-32; PCT/DE 96/02181). sind nur in wenigen Fallen' 
regulatorische Sequenzen auf ihre in vivo Spezifitat fur 
das GefaBsystem adulter Sauger untersucht worden. 
Der Praproendothelin-Promotor ermdglicht beispiels- 
weise eine hohe Expression in der GefaBwand trans- 
gener Mause. erlaubt aber keine Differenzierung 
zwischen Endothel und glatter Muskulatur (Harats D et 
al. (1995). J.CIin.lnv 95: 1335-1344). Daher wurde die- 
ser Promoter beim kathetervermittelten Gentransfer 
keinen Vorteil gegenuber der Verwendung starker 
unspezifischer Promotoren. wie z.B. dem CMV-Promo- 
tor. bieten. 

Wertere Promotoren mit Aktivitat in der glatten 
GefaBmuskulatur sind der Smooth Muscle a-Aktin- und 
der Calponin-h1-Promotor. die jedoch nur in der Zellkul- 
tur getestet wurden. (Shimizu. R.T. etal. (1995) J Biol 
Chem. 270: 7631-7643; Miano. J.M. und OIsot E N 
(1996). J. Biol. Chem. 271: 7095-7103). In vitro-Unter- 
suchungen der Gewebespezifitat von Promotoren 
erlauben jedoch keinerlei zuverlassigen Ruckschlusse 
auf die in vivo-Eigenschaften der Promotoren im adul- 
ten Lebewesen. 

Ein Beispiel for die fimitierte Zuver&ssigkert von 
Zellkulturexperimenten bei der Analyse von Promotoren 
ist die beobachtete Diskrepanz der Untersuchungser- 
gebnisse zur Gewebespezifitat des a1(l) Kollagen Pro- 
motors in Zeilkultur bzw. im transgenen Tiermodell 
(Bedalov. A. et al. (1994). J. Biol. Chem. 269: 4903-9) 
Wahrend bei der Transfektion von primaren GefaBmus- 
kelzellen mit einem an den Promotorabschnitt gekop- 
pelten CAT-Reportergen hohe CAT-Aktivitaten in vitro 
beobachtet wurden. konnten in der Aorta transgener 
Tiere nur eine viel geringere Expression des Reporter- 
gens nachgewiesen werden als in den Sehnen oder 
Knochen des Tiers, obwohl das endogene Gen in alien 
drei Geweben stark exprimiert wird. Ein weiterer Nach- 
teil von Promotoranalysen in Zenkulturexperimerrten 
liegt in derfehlenden Uberprufbarkeit auf unspezifische 
Expression des Reportergens, bedingt durch eine 
unzuretchende Promotorsequenz im Faile negativ regu- 
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latorischer Elemente. So zeigte sich bei der Untersu- 
chung eines Promotorabschnrttes des von Willebrand- 
Faklors in zwei voneinander unabhangigen Linien eine 
Qberraschende Reportergenexpression im Gehirn. 
Obwohl dieses Konstrukt in kultivierten Endothelzellen 5 
aktiv war, blieb die in vivo Expression neben der unspe- 
zifischen Gehirnexpression auf das GefaBendothel im 
Gehirnbereich beschrankt (Aird et al. (1995). Proc. Natl. 
Acad. Sci. U.S.A. 92:4567-4571). 

Zum gewebespezifischen Gentransfer ist eine 10 
regulatorische DNA-Sequenz erforderlich, die zwei 
Anforderungen in vivo erfullen muB: Einerseits muB 
eine ausreichend hohe Expressionsstarke erreicht wer- 
den, andererseits ist eine moglichst hohe Gewebespe- 
zHitat erforderlich. Es ist bisher noch nicht gelungen, 15 
eine regulatorische DNA-Sequenz bereitzusteHen, wel- 
che diesen Anforderungen in vivo genugt und fur die 
spezifische Expression in somatischen Zetlen der glat- 
ten GefaBmuskulatur von Arterien und Venen verwend- 
bar ist. 20 

Es gibt zwar schon eine Reihe von Therapieansat- 
zen fur Restenose durch liposomalen oder viralen DNA- 
Transfer (Schott, E. und Paul, M. (1996), Internist 37: 
350-359). Eine Anwendung in Therapiestunden am 
Menschen ist jedoch aufgrund von Sicherheitserwagun- 25 
gen nicht mdglich, da die bisher verwendeten regulato- 
rischen Promotorsequenzen auch in anderen Geweben 
stark aktiv sind. Aus diesem Grund besteht bei den bis- 
herigen Therapieansatzen das Risiko einer Koexpres- 
sion von therapeutischen Genen in anderen Zellen ais 30 
der glatten GefaBmuskulatur. 

Kurzlich wurde ein transgenes Tiermodell beschrie- 
ben, das die S'-regulatorische Sequenz des SM22a- 
Gens charakterisiert Es wurde eine Expression beob- 
achtet, welche auf die glatte GefaBmuskulatur der Arte- 35 
rienwande beschrankt war (vgl. Miano, J.M. und Olson, 
E.N. (1996) J. Biol.Chem.; 271:7095-7103). Es wurde 
jedoch keine Expression in Venen oder Koronararterien 
nachgewiesen. Dieses Tiermodell besitzt somit keine 
zufriedenstellenden Eigenschaften fur ein ModeJIsy- 40 
stem zur Untersuchung von Dysfunktionen der glatten 
GefaBmuskulatur. DarOber hinaus stellt es keine erfolg- 
versprechende Ausgangsbasis fur ein gentherapeuti- 
sches Behandlungssystem von Dysfunktionen der 
glatten GefaBmuskulatur dar. 45 

Es besteht somit ein dringender Bedarf an verbes- 
serten Nukleinsaurekonstrukten, die eine spezifische 
gentherapeutische Behandlung von Dysfuktionen der 
glatten GefaBmuskulatur im adulten Sauger, insbeson- 
dere dem Menschen, ermdglichen. Daruber hinaus so 
ware es zur Entwicklung neuer Therapieformen fur sol- 
che Dysfuktionen von Vorteil, ein geeignetes transge- 
nes Tiermodell zu entwickein. mit dessen Hilfe die 
Pathogenese solcher Dysfunktionen entschlusseft und 
genetische Einflusse auf die Entstehung der Erkran- 55 
kung untersucht werden kOnnen. AuBerdem waren spe- 
z if isch transfer mierte Zellinien zur Etablierung von in 
vitro Testsystemen fur die Suche neuer therapeutisch 
wirksamer Substanzen zur Behandlung solcher Dys- 



funktionen nutzlich. 

Der Erfindung lag deshalb die Aufgabe zugrunde, 
ein Nukleinsaurekonstrukt fur den gezieften in vivo Gen- 
transfer zu oder die gezielte, mdglichst spezifische in 
vivo Genexpression in glatten GefaBmuskelzellen adul- 
ter Sauger bereitzusteHen. Insbesondere sollte Transfer 
oder Expression nicht auf einzelne Teilbereiche des 
GefaB-Systems, wie Arterien oder Venen, beschrankt 
sein. Eine weitere Aufgabe der Erfindung bestand in der 
Bereitstellung von transgenen Tiermodellen und Zelli- 
nien zur Etablierung von in vivo bzw. in vitro Testsyste- 
men fur Untersuchungen im Zusammenhang mit 
Dysfunktionen glatter GefaBmuskelzellen, insbeson- 
dere im Zusammenhang mit Restenose. AuBerdem lag 
der Erfindung die Aufgabe zugrunde, ein gentherapeuti- 
sches Konzept zur Behandlung von Dysfunktionen der 
glatten GefaBmuskeln und insbesondere zur Hemmung 
der Prolifertion glatter somatischer GefaBmuskelzellen 
aufzubauen, welches in vivo maximale Sicherheit vor 
unkontrollierter Expression in anderen Zellen als den 
glatten GefaBmuskelzellen bietet. 

Oberraschenderweise wurden obige Aufgaben 
gel6st durch Bereitstellung eines Nukleinsaurekon- 
strukts mit Spezif itat fur glatte GefaBmuskelzellen adul- 
ter Sauger, das dadurch gekennzeichnet ist, daB es 
unter der Kontrolle einer 5'-regulativen NuWeotidse- 
quenz fur die Myosin-Schwere Kette der glatten Musku- 
latur (SMHC) eine funktionale NuWeotidsequenz 
umfaBt; sowie durch Bereitstellung von Vektorsyste- 
men, welche ein solches Konstrukt, insbesondere eine 
Expressionskassette. umfassen, und transgene Tiere 
sowie Zellinien, welche durch Einschleusung eines sol- 
chen NuWeinsaurekonstruktes erhaitlich sind. 

Oberraschenderweise wurde festgestellt, daB der 
Gentransfer unter Kontrolle eines 5'-SMHC Promotors 
insbesondere in vivo im adulten Sauger gefaBspezrf isch 
erfolgt. So wurde erstmals gezeigt, daB die Luciferase- 
Expression unter Kontolle der 2.301 kb langen SMHC 
Promotorsequenz (Figur 1, -2305bp bis -4bp stromauf- 
warts vom Transkriptionsstart des SMHOGens) aus 
Kaninchen in transgenen Mausen gewebespezif isch ist. 

Somit wind Oberraschenderweise mit Hilfe der erfin- 
dungsgemaBen Nukletnsaurekonstrukte eine spezifi- 
sche Genexpression in vaskuiarem glatten 
Muskelgewebe ermdglicht, wahrend in viszeralem glat- 
tem Muskelgewebe nur Hintergrund-Aktivitaten nach- 
weisbar ist. Im Gegensatz zum Stand der Technik wird 
somit ein in vivo Gentransfer in adulten Saugern auf 
arterielle und vendse glatte GefaBmuskulatur ein- 
schlieBlich der glatten GefaBmuskulatur der Koronarar- 
terien, ermdglicht. 

Die erfindungsgerndBen Nukleinsaurekonstrukt 
eignen sich somit zum gewebespezifischen Transfer 
einer funktionalen NuWeotidsequenz, die 

a) fur wenigstens ein in den GefaBmuskelzellen zu 
exprimierendes heterologes oder homologes Gen- 
produkt kodiert; oder 

b) eine therapeutisch wirksame NuWeotidsequenz 
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umfaBt. 

Unter einer therapeutischen oder gerrtherapeuti- 
schen NuWeinsauresequenz im Sinne der Erfindung 
versteht man ein NuWeinsSurekonstrukt mit einer 
NuWeinsauresequenz, die insbesondere eine DNA- 
Oder RNA-Sequenz, vorzugsweise eine einzelstrangige 
Oder doppelstrangige. vor allem eine doppelstrangige 
DNA-Sequenz 1st, wobei das Nukteinsaurekonstrukt als 
Arzneimittl fur die gerrtherapeutisehe BehandJung von 
GefaBerkrankungen, insbesondere zur Behandlung von 
Restenose der BlutgefaBe in vorteilhafter Weise ver- 
wendet werden kann. 

vorzugsweise wird als therapeutisches Gen eine 
NuWeotidsequenz verwendet, die beispielsweise in 
ihrer Wirkung die Proliferation der glatten GefaBmusku- 
lalur hemmt. Dabei kann es sich beispielsweise um eine 
Antisense-NuWeinsaure, wie z.B. ein Antisense-Oligo- 
nuWeotid, vorzugsweise Antisense-DNA-NuWeotid Oder 
ein Ribozym handeln, welche die Expression von 
Genen im erkrankten GefaB erhoht, verringert oder 
unterbindet, um so die Erkrankung zu therapieren (vgl. 
z.B. Barr.E. und Leiden, J.M. (1994) Trends Cardiovasc. 
Med. 4. 57-63; Bertrand. E. et al (1994) Nucleic Acids 
Res.. 22, 293-300). 

Das erf indungsgemaBe NuWeinsaurekonstrukt wird 
vorzugsweise mrt einem Virusvektor und/oder mit Lipo- 
somen kombiniert wie z.B mit einem Adenovirusvektor. 

Eine "gewebespezifische" oder "gefaBspezifische" 
Expression im Sinne der vorliegenden Erfindung 
bedeutet. daB die zu transferierende therapeutische 
NuWeotidsequenz oder das exprimierende Genprodukt 
insbesondere im Bereich der glatten GefaBmuskulatur 
von Venen und Arterien adulter Sauger nachgewiesen 
werden kann. "Spezifitar im Sinne der vorliegenden 
Erfindung bedeutet nicht die ausschfieBliche Nachweis- 
barkert in einem einzelnen Gewebetyp Oder Organ. Viel- 
mehr gilt das erf indungsgemaBe Spezif itatskriterium als 
erfullt, wenn das zu exprimierende Genprodukt Oder die 
therapeutische NuWeotidsequenz im Zielgewebe, d.h. 
den glatten. vorzugsweise somatischen, GetaBmuskel- 
zellen deutlich erhOhte Konzentrations- oder Aktivitats- 
werte gegenuber Nicht-Zielgewebe aufweist. 

Die Spezifitat erfindungsgemaBer Kbnstrukte kann 
durch Expression von Markergenen, wie z.B. dem 
Enzym Lucrferase, leicht Oberpruft werden. Der Fach- 
mann erkennt anhand der vorliegenden Versuchser- 
gebnisse, daB ein Vergleich der f Or einzelne "Referenz"- 
Gewebe ermrttelten Luciferase-Aktivitaten eine Aus- 
sage uber die Spezifitat eines Konstruktes ermdglicht. 
Das erfindungsgemaBe Spezifitatskriterium ist bei- 
spielsweise erfulrt. wenn die Ludferase-Aktivitat, 
gemessen in Lichteinherten (LU) bezogen auf Milli- 
gramm Gesamtprotein der untersuchten GefaBmuskel- 
probe aus wenigstens einem positiven vendsen und 
arteriellen "Referenz'-Gewebe signifikant hdher ist als 
Lucrferase-Aktrvitat in wenigstens einem negativen 
"Referenz w -Gewebe. Ein positives Referenzgewebe ist 
beispielsweie ausgewahlt unter Aorta abdominalis, 
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Aorta thoradca, Arteria renalis. Vena cava inferior, Vena 
portae, Arteria pulmonalis, Arteria femoralis. Arteria 
iliaca, Arteria coronaria cordis, und Mesenterium, ins- 
besondere Aorta thoradca, Aorta abdominalis und 
s Vena cava inferior. Ein negatives Referenzgewebe ist 
beispielsweise ausgewahlt unter Myokard, Leber, Milz. 
Diaphragma, Uterus. Skelettmuskel und Osophagus! 
insbesondere Skelettmuskel, Osophagus und Myokard! 
Eine signifikarrte Erhdhung liegt vor, wenn die Lud- 
10 ferase-Aktrvrtat (in LUAng Protein) im positiven Refe- 
renzgewebe einen mindestens drerfach erhOhten Wert 
besitzt Die gewohnlich zu beobachtenden Ludferase- 
Werte sind aber um mehr als das zehrv bis eintausend- 
fache, wie z.B. um das zehn- bis einhundert-fache oder 
15 mehr, im positiven Referenzgewebe erhOht. Umgerech- 
net in exprimiertes Luciferase-Protein sind (z.B. fur 
Aorta -Gewebe. dessen Gesamtproteingehart zu etwa 
einem Drittel bis etwa einem Viertel oder einem Funftel 
aus glatten Muskelzellen stammt) Konzentrationen im 
20 Bereich von etwa 2 bis 60 pg, wie z.B. etwa 5 bis 15 pg 
Oder insbesondere etwa 8 bis 10 pg, Lucrferase pro MB- 
ligramm Gesamtprotein (bei einem Background von 
etwa 0 pg Luciferase/mg Gesamtprotein) errechenbar. 
Entspechende Werte (in pg/mg bzw. umgerechnet z.B. 
25 in nmol/mg) sind bei Expression anderer Gehprodukte 
mit dem erfindungsgemaBen Expressionssystem zu 
erwarten. Damit entspricht der mit dem erfindungsge- 
maBen System erzielbare Expressionsgrad den werten, 
die man bei Expression mit normalen "Households-Pro^ 
30 motoren in etwa beobachtet bzw. erwartet (namlich 
etwa 40 bis 50pg exprimiertes Protein pro Milligramm 
Gesamtprotein). 

Die erfindungsgemaB bevorzugten Vektorsysteme, 
wie z.B. Expressionssysteme, zum spezrfischen in vivo 
35 Gentransfer und/oder - expression in glatten GefaB- 
muskelzellen adulter Sauger sind z.B. Mikroinjektions- 
oder Transfekbonskonstrukte oder virale oder nichtvi- 
rale Genshuttles, worin ein beliebiges homologes oder 
heterologes Gen bzw. ein beliebiges funktionelles 
40 homologes Oder heterologes NuWeinsauregfragment 
gekoppeft an die regulatorische DNA-Sequenz von 
SMHC, einWoniert ist 

Die erfindungsgemaB verwendete kodierende 
NuWeotidsequenz kodiert insbesondere fur ein Marker- 
45 gen, wie z.B. Lxidferase oder p-Galactosidase, oder ein 
therapeutisch wirksames, vorzugsweise antiproliferativ 
wirkendes, GenproduW. Das antiproliferativ wirkende 
Genprodukt ist beispielsweise ausgewahlt unter Toxi- 
nen und ZellzyWus-lnhibrtoren. 
so ErfindungsgemaB beyorzugte NuWeinsaurekon- 
strukte urrrfassen in ihrer regulativen NuWeotidsequenz 
einen SMHC-Promotor. Ein besonders bevorzugter 
SMHC-Promotor besitzt die in Figur 1 angegebene 
MuWeotidsequenz von NuWeotidrest +1 bis NuWeotid- 
55 rest +2301 (-2305 bp bis -4 bp), gerechnet vom Tran- 
skriptionsstart) oder stellt ein funktionales Aquivalent 
davon dar. 

Wesentliche regulative Elemente der erfindungsge- 
maBen bevorzugt verwendeten Promotorsequenz lie- 
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gen, ohne darauf beschrankt zu sein, in der Region von 
-24 bp bzw. -2140 bp. So ist z.B. eine TATA-Box bei - 24 
bp zu finden, CCTCCC-Sequenzen, die fur die Tran- 
skriptionsaktivitat in glatten Muskelzellen wichtig sind, 
liegen bei -63 bp und -89 bp. Weitere wichtige Teilse- 5 
quenzen liegen bei etwa -1235 bis -1332 bp. In diesem 
Bereich liegt eine spezifische Enhancersequenz 
(VSME; vgl. Fig.2) und es werden dort weitere regula- 
tive Sequenzen, wie ein negativ regulatrves Element, 
vermutet. wovon einzelne fOr die beobachtete Nicht- to 
Expression von Luciferase in nicht-glatten Muskelzellen 
verantwortlich sein kdnnten. 

Die erfindungsgemaBen Nukleinsaurekonstrukte 
kGnnen weitere ubliche regulative Nukleotidsequenzen 
umfassen, wie z.B. Leadersequenzen, Enhancerse- 15 
quenzen, Polyadenylierungssignale und die Expressi- 
onsrate mengenmaBig oder in ihrem zertlichen Verlauf 
steuernde Sequenzen. Ein bevorzugtes Konstrukt 
umfaBt in 3'-Position zur funktionalen Sequenz ein 
SV40-Polyadenylierungssignal. 20 

Ein funktionales Aquivalent einer regulativen 
Nukleotidsequenz, wie z.B. des in Figur 1 gezeigten 
SMHC-Promotors aus Kaninchen, kann beispielsweise 
aus einem beliebigen anderen Sauger abgeleitet sein, 
wie z.B. von Maus, Ratte, Hamster, Katze, Hund, 25 
Schwein. Schaf, Ziege. Rind, Pferd. Affe oder Mensch. 
Voraussetzung ist jedoch. daB eine vergleichbare vor- 
teilhafte Gewebespezifitat der Genexpression (z.B. 
nachgewiesen mit Luciferase als Markergen) in vivo im 
adulten Sauger erreichbar ist. Gleiches gilt fur Varianten 30 
einer naturlichen SMHC-Promotorsequenz, die man 
durch ein- oder mehrfache NuWeotidaddition, -insertion, 
-substitution oder -deletion erhait. Wie die erfindungs- 
gemaBen Versuchsergebnisse belegen, besrtzen die 
erfindungsgemaB verwendeten regulativen Nukleotid- 35 
sequenzen alle regulatorischen Elemente, die fur einen 
selektiven Gentransfer auf bzw. eine selektive Genex- 
pression in glatten GefaBmuskelzellen in vivo in adulten 
Saugern erforderlich sind. Auf der Basis der erfindungs- 
gemaBen Versuchsergebnisse kann der Fachmann 40 
unter BefoJgung der erf indungsgemaBen Lehre weitere 
funktional aquivalente regulative Nukleotidsequenzen 
bereitstellen, welche die hierin beschriebenen Spezifi- 
tatskriterien erfullen. 

Unter einem funktionalen Aquivalent einer erfin- 45 
dungsgemaB verwendeten therapeutischen Nukleotid- 
sequenz versteht man eine durch ein- oder mehrfache 
NuWeotidaddition, -insertion, -substitution Oder -dele- 
tion erhaltene Oder naturlich vorkommende Variante 
einer konkreten Sequenz, welche im wesentlichen die so 
gleiche Funktion wie die nicht-modif izierte NuWeotidse- 
quenz aufweist. 

Obige Ausfuhrungen zur funktionalen Aquivalenz 
gelten entsprechend fur funktionale Aquivalente von 
erf indungsgemaBen brauchbaren, kodierenden NuWeo- 55 
tidsequenzen, wobei die Anderungen in der NuWeotid- 
sequenz gegebenenfalls Additionen. Insertionen, 
Substitutionen oder Deletionen einzelner oder mehrerer 
Aminosauren im resultierenden Genprodukt bewirken. 



Die Funktion des Genproduktes im Organismus, wie 
z.B. der antiproliferative Effekt auf GefaBmuskelzellen, 
bleibt jedoch nach der Modifikation im wesentlichen 
erharten, kann aber auch erhdht oder in gewissem 
Umfang verringert werden. 

Afs Bestandteil eines Mikroinjektions- bzw. Trans- 
fektionskonstrukts werden erfindungsgemaBe Vektorsy- 
steme zur Erstellung eines transgenen Tiermodells 
(durch Genaddition oder durch Gendeletion) eingesetzt. 
Als Bestandteil eines Transfektionskonstrukts sind sie 
beispielsweise zur Modifikation embryonaler Stammzel- 
len brauchbar. 

AuBerdem dienen die erfindungsgemaBen Kon- 
strukte zur Erstellung und Charakterisierung transgener 
Tierlinien und zur ex vivo Untersuchung der Spezrfitat, 
Stabilitat und Effizienz der Genexpression von Marker- 
genen, wie Luciferase und p-Galaktosidase, und thera- 
peutisch wirksamen Genprodukten. 

Auch kdnnen die selektierten und/oder immortali- 
sierten glatten GefaBmuskelzellen zur zellvermittelten 
Gentransplantation und zum somatischen Gentransfer 
eingesetzt werden. 

Ein weiter Gegenstand der Erfindung sind somit 
transgene Saugetiere, die transformiert sind mit wenig- 
stens einem erfindungsgemaBen Nukleinsaurekon- 
strukt. Transgene Saugetiere sind z.B. ausgewdhlt 
unter Maus. Ratte, Hamster, Kaninchen. Katze. Hund. 
Schwein. Schaf, Ziege, Rind, Pferd, Affe. insbesondere 
Maus und Ratte. 

Gegenstand der Erfindung ist auch ein Verfahren 
zur Herstellung solcher transgener Saugetiere, wobei 
man eine befruchtete Eizelle des Saugetiers gewinrrt; in 
den mannlichen Pronucleus eine L&sung mikroinjiziert, 
welche wenigstens ein erfindungsgemaBes Nuklein- 
saurekonstrukt oder wenigstens einen erfindungsgema- 
Ben Vektor umfaBt; die transfizierte Eizelle in das 
OvkJukt eines scheintrachtigen Wirts implantiert und 
das transgene Tier durch den Wirt austragen laBt. 

Weiterhin werden erfindungsgemaBe Konstrukte 
zur Selektion und/oder Immortalisierung von glatten 
GefaBmuskelzellen aus embryonalen Stammzellen ein- 
gesetzt und dienen somit der Etablierung eines in vitro 
Modells. Ein solches in vitro Modell wird erf indungsge- 
maB zur Untersuchung von potentiellen therapeutisch 
wirksamen Substanzen, insbesondere fur pharmakoto- 
xische Untersuchungen angewendet. 

Die selektierten und/oder immortalisierten glatten 
GefaBmuskelzellen kdnnen zuammen mit einem oder 
mehreren therapeutisch wirksamen Genen durch ein 
virales oder nichtvirales Genshuttle vor einer Transplan- 
tation in einen Organismus ex vivo transfiziert werden. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind somit, 
vorzugsweise somatische. Zellinien der glatten GefaB- 
muskulatur, die transformiert sind mit einer NuWeotldse- 
quenz. umfassend wenigstens ein erfindungsgemaBes 
NuWeinsaurekonstrukt. Solche Zellinien sind abgeleitet 
aus embryonalen Stammzellen von Maus. Ratte. Ham- 
ster, Kaninchen, Katze, Hund, Schwein, Schaf, Ziege, 
Rind, Pferd, Affe oder Mensch und sind gegebenenfalls 



5 



3NSDOCID: <EP 0807688A2J_> 



9 



EP 0 807 688 A2 



10 



immortafisiert 

Die Erfindung betrifft weiterhin die Verwendung 
eines transgenen Saugetiers Oder einer Zellinie gemaB 
obiger Definition als Testsystem fur pharmakologische, 
medizinische. insbesondere cfiagnostische. therapeuti- 
sche Oder gentherapeutische Untersuchungen von 
Dysfunktionen der glatten GefaBmuskeln, insbeson- 
dere Restenose. 

Die gentherapeutische Anwendung des erf indungs- 
gemaBen Genexpressionssystems erfoigt bevorzugt 
dadurch. daB das Konstrukt in einem pharmazeutisch 
akzeptablen Trager einem Sauger, insbesondere einem 
Menschen, uber die Blutbahn in das arterielle Oder 
venOse (Koronar-)System appliziert wird. Die Applika- 
tion der erfindungsgemaGen NuHeinsaurekonstrukte, 
gegebenenfalls in Kombination mit den oben beschrie- 
benen Virusvektoren oder Liposomen, erfoigt im allge- 
meinen intravenos (i. v.). z.B. mit Hilfe eines Katheters. 
Vorteilhaft ist beispielsweise die direkte Infusion des 
eriindungsgemaBen NuWeinsaurekonstruktes, wie z.B. 
in Form rekombinanter Viren, in die Koronararter ien des 
Patienten ("Percutaneous Coronary Gene Transfer", 
PCGT). Insbesondere ist die Applikation der erfin- 
dungsgemaBen NuWeinsaurekonstrukte, vor allem in 
Form rekombinanter Viren mit Hilfe eines Batlonkathe- 
ters. wie z.B. bei Feldman et al. (Feldman. LJ. et al. 
(1994) JACC 235A, 906-34) beschrieben. moglich. 
Liposomengebunden erfindungsgemaBe NuWeinsaure- 
konstrukte sind nach bekannten Verfahren herstellbar 
(vgl. z.B. DE 44 11 402; Feigner, et al., (1987) Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA, 84, 7413-7417). 

Ein weiterer bevorzugter Gegenstand der Erfindung 
betrifft somit die Verwendung eines Nukfeinsaurekon- 
struktes gemaB obiger Definition zur Herstellung eines 
pharmazeutischen Mittels zur gentherapeutischen 
Behandlung von Dysfunktionen der glatten GefaBmus- 
keln. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfin- 
dung ist auch ein Arzneimittei enthaltend ein erfin- 
dungsgemaBes Nukleinsaurekonstrukt und 
gegebenenfalls einen pharmazeutischen Trager, der 
beispielsweise eine physiologische PufferlOsung, vor- 
zugsweise mit einem pH von ungefahr 6,0 bis ungefahr 
8,0, vor allem von ungefahr 6,8 bis ungefahr 7,8, insbe- 
sondere ungefahr 7,4 und/oder einer Osmolaritat von 
ungefahr 200 bis ungefahr 400 milliosmols pro Liter 
(mosm/L), vorzugsweise von ungefahr 290 bis ungefahr 
310 mosm/L enthalt. Daneben kann der pharmazeuti- 
sche Trager auch noch geeignete Stabilisatoren, wie 
z.B. NuWeaseinhibitoren, vorzugsweise Komplexbildner 
wie EDTA, und/oder and ere dem Fachmann bekannte 
Hiffsstoffe enthalten. 

Diese Erfindung bietet den uberraschenden Vorteil, 
daB erstmaJs eine spezif ische genetische Modrfikation 
der glatten GefaBmuskulatur adulter Lebewesen in vivo 
ermOglicht wird, wobei ein beliebiges Gen, gekoppelt an 
die regulatorische DNA-Sequenz von SMHC, spezifisch 
exprimiert werden kann. 

Die Erfindung wird in den nachfolgenden Ausfuh- 



rungsbeispielen naher eriautert. Dabei wird Bezug 
genommen auf die beiliegenden Figuren. Dabei zeigt: 

Figur 1 von 5' in 3* Richtung die DNA-Squenz des 
5 2.301 kb SMHC-Promotors (entsprechend 

dem Fragment -2305 bp bis -4bp). 

Figur2 die schematische Herstellung des 5kb 
Mikroinjektionskonstruktes 2.3SMHC-LUC. 

10 (A) zeigt den Aufbau des Plasmids pGL2- 

Basic (Promega) welches die kodierende 
Sequenz des Markers Lucif erase enthalt. 
(B) zeigt die genomische Struktur der 5*- 
Region des Kaninchen SMHC-Gens ein- 

15 schlieBlich der Exons 1 und 2. Die S'-regula- 

torische 2,301 kb Region enthalt die TATA 
Box, zwei CCTCCCC Sequencen, erforder- 
lich zur SMHC Expression, drei CArG-ahnfi- 
che Elemente, einen Enhancer (Vascular 

^0 Smooth Muscle Enhancer, VSME) und ein 

negatives regulatorisches Element (NRE, 
mit * gekennzeichnet), welches mit dem 
dem Enhancer uberlappt und einen Repres- 
sor der Transkription in nicht-glatten Mus- 

25 kelzellen darstellt. Das Konstrukt 

pGL2.3SMHC-Luc (C) wird hergestellt 
indem man die 2.301 kb lange regulatori- 
sche DNA Sequenz des SMHC-Promotors 
mit Sail und BssHH ausschneidet und in die 

30 Hindlll-Schnittstelle des Vektors pGL2 

Basic subkloniert. Zur Mikroinjektion wird 
das 5,0 kb lange 2.3SMC-Lucrferase 
(2.3SMHC-LUC) Fragment mit Sail heraus- 
geschnitten. Als Sonde fur die Southern 

35 Blot-Hybridisierung wird das 1.7 kb Smal- 

EcoNI Fragment aus dem pGL2-Basic Vek- 
tor eingesetzt 

Schwarze Quadrate bezeichnen die Exons 
1 und 2. Das graue Quadrat (-1 ,225 kb bis - 
1,332 kb) stent fur die Enhancer-Region; 
und die gestreiften Quadrate bei -89 und - 
63 bp symbofisieren die fur die SMHC- 
Expression erforderlichen CCTCCC- 
Sequenzen. 

45 SV40 = Simian Virus 40, kb = Kilobasen; 

SMHC = smooth muscle myosin heavy 
chain; PolyA = Polyadenylierungssignal; 
Restriktionsenzyme: Hindlll, Smal. EcoRI, 
EcoNI, Sal I. 

50 

Figur3 die Iderrtifikation transgener F1-Tiere mit- 
tels Southern Bbt von je 10 ug EcoRI 
geschnittener genomischer DNA aus Maus- 
schwanzbiopsien von Nachkommen des 
55 Founders 2127. Die Hybridisierung erfolgte 

mit einer Digoxigenin markierten 1,7 kb Ian- 
gen Lucrferase-So nde (s. Fig. 2). Positive 
Tiere sind an drei Banden zu erkennen. Die 
untere Bande besteht aus dem 1,8 kb gro- 
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Ben SMHC-Promotor-Luciferase-Fragment 
(vgl. Fig. 2), die obere und mittlere kommen 
durch die Integration mehrerer Mikroinjekti- 
onskonstrukte zustande. Spur 1 enthait den 
links im Bild eriauterten Langenmarker. 
Spur 2 bis 4 enthait Luciferasefragment in 
absteigenden Konzentrationen von lOOpg, 
10 pg und 1 pg. Die Spuren 5 bis 17 enthal- 
ten die genomische DNA der F1 -Tiere. 



Figur 4 



a) die gefaB-spezrfische Luciferase- 
Expression in verschiedenen Organen 
adulter Mausen. Angegeben ist die 
spezifische Lichtaktivitat (LU) in repra- 
sentativen Organen fur die transgene 
Mauslinie 2127 r bezogen auf den 
Gesamtproteingehalt der Probe in Milli- 
gramm 

b) Ergebnisse eines vergleichbaren 
Experiments. Es sind die Mittelwerte 
und Stardardabweichnungen fur Licht- 
einheiten [LU] pro mg Protein angege- 
ben. Die Gewebeproben wurden aus 
10 heterozygoten adurten Tieren der 
Mauslinie 2127 erhalten. 

Werden in den folgenden Ausfuhrungsbeispielen 
keine anderslautenden Angaben gemacht, kGnnen 
diese unter Befolgung aus dem Stand der Technik 
bekannter VerfahrensmaBnahmen vom Durchschnitts- 
fachmann ohne unzumutbaren Aufwand durchgefuhrt 
werden. Bezuglrch VerfahrensmaBnahmen zur Herstel- 
lung der erfindungsgemaB verwendeten Nukleinsaure- 
konstrukte sei insbesondere verwieBen auf Maniatis, T. p 
et al., Molecular Cloning (1982); Cold Spring Harbor 
Laboratory. 

Beigpiel 1: 

Klonierung des SMHC-Promotors 

Die Klonierung des SMHC-Promotors erfolgte wie 
von Solway, J. et al. beschrieben in J. Biol. Chem. 1995; 
270: 13460-13469. Ein 2,301 kb Promotorfragment (- 
2,305 kb bis -4 bp stroma ufwarts vom Transkripttons- 
start gelegen; vgl. Fig.1) wurde. wie von Kallmeier, R.C. 
et aJ. in J. Biol. Chem. 1995; 270: 30949-30957 
beschrieben, mit Sail und BssHII isoliert. Das Promotor- 
fragement wurde mit Hindlll-Linkern versehen und in 
die Hindlll-Schnittsteiledes Lucrferase-Reportervektors 
pGL2 Basic (Promega) subWoniert und somit an das 
Luciferase-Gen und das SV40-Polyadenylierungssignal 
gekoppelt. Auf diese Weise erhait man das Plasmid 
pGL2.3SMHC-Luc (vgl. Fig. 2). 
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Beispiel 2: 

Herstellung eines Mikroinjektionskonstruktes zur 
Erzeugung transgener Mause. 

Das gemaB Beispiel 1 hergestellte Plasmid 
pGL2.3SMHC-Luc wurde mit Sail geschnitten. Auf 
diese Weise erhait man das ca. 5 kb groBe SMHC-Lud- 
ferase Fusionsgen 2.3SMHC-Luc (vgl. Fig. 2). Nach 
eleklrophoretischer Reinigung des 2.3SMHC-Luc-Frag- 
mentes erfolgt die Erzeugung transgener Mause, wie 
beispielsweise von Brem in ArzneimitteHorschnung 
1990, 40: 335-43 beschrieben. Ein Picoliter Injektions- 
lOsung, enthaltend 500 - 1000 Kopien des Transgens in 
10 mM Tris-HCI (pH 7.5) und 0,2 mM EDTA, wird in den 
mannlichen Pronucleus fertilisierter Mausoozyten 
[(HimOF1)F1 x NMRI] mikroinjiziert. 

Zur Iderrtifizierung transgener Founder und ihrer 
Nachkfimmlinge wurde DNA aus Mausschwanzbiop- 
sien mit Hilfe des Qiamp Tissue Kit (Qiagen, Hilden, 
Deutschland) extrahiert und nach PCR-Amplrfikation 
durch nicht-radioaktive Southern- Hybridisierung unter 
Verwendung eines 1,8 kb Smal-EcoNI Lucrferasefrag- 
merrtes, markiert mit Digoxigenin-11-dUTP (Boehrin- 
ger. Mannheim, Indianapolis), wie von Schnorf et al, in 
Transgen Res. 1991; 1:23 bis 30 beschrieben, analy- 
siert. Positive Tiere konnten uber ein typisches Restrik- 
tionsmuster ihrer Banden nach Verdauung mit EcoRI 
identifiziert werden. 

Positive mannliche Tiere wurden fur wertere Unter- 
suchung der Onthogenie mit weiblichen Wildtyp-Part- 
nern verkreuzt. Die Nachkommen zeigten einen 
Mendelschen Erbgang des Transgens, wodurch die 
erfblgreiche Keimbahnintegration bestatigt wurde (Fig. 
3). 

Beispiel 3: 

Nachweis der Reportergen-Expression in verschie- 
denen Geweben. 

Zum Nachweis der Luciferase-Expression wurde 
ein reprasentativer Querschnitt verschiedener Organe 
adulter Mause analysiert. 

Gewebeproben wurden dekapitierten Mausen ent- 
nommen und sofort in flOssigem Stickstoff eingefroren. 
Bei der Entnahme wurde darauf geachtet. daB groBe 
vaskuiare Strukturen von Organen, die parenchymale 
und viscerale glatte Muskulatur enthalten, entfernt 
wurde. Das Gewebe wurde in flussigem Stickstoff pul- 
verisiert und in einer 10-fachen Menge Lysepuffer (25 
mM Tricin, pH 7,8, 4 mM EGTA. 10% Glycerin, 1 mM 
DTT) 10 Minuten bei Zimmertemperatur homogenisiert. 
Nichtextrahiertes Material wurde 10 Minuten bei 12000 
g abzentrrfugiert. Der Uberstand wurde in ein frisches 
Probenr6hrchen uberfuhrt. 

Die Luciferase-Aktivitat wurde unter Verwendung 
des Luciferase-Testsystems von Boehringer Mannheim, 
Indianapolis, bestimmt 100 ul Luciferinldsung wurden 
mit 50 ul Proteinextrakt versetzt. Die Lichtemission 
wurde Ober einen Zeitraum von 20 Sekunden mit einem 
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Lumat LD 9501 Luminometer (Bert hold, Bad Wildbad. 
Deutschland) bestimmt Jewels drei Messungen wur- 
den fur eine Probe durchgefuhrt Die Enzymaktivitaten 
wurden bezogen auf den Gesamtproteingehaft des Zell- 
extraktes in mg, bestimmt mrt Hiffe der Bicinchonin- 
saure-Methode (Pierce. Rockford. IL, USA). 

Die Ergebnisse fur zwei MeBreihen sind in den 
Figuren 4a und 4b dargesteilt 

VersuchsergebnisRA 

1. Erzeugung einer transgenen Mauszellinie, ent- 
haltend das 2.3SMHC-Luc Transgen 

Durch Southern-Hybridisierung und PCR-Ana- 
lyse wurde ermittelt, daB von 78 Nachkommen ins- 
gesamt 7 Mause das Transgen in ihrem Genom 
enthietten. Sechs dieser sieben Founder-Mause 
ubertrugen 2.3SMC-Luc auf die F1 -Generation 
nach dem Mendelschen Gesetz. Drei Zellinien 
(2127, 178.5, #7) exprimierten das Transgen im 
vaskularen System, wShrend die drei anderen 
Unien nur Background-Aktivitaten zergten. Die 
experimierenden Maus-Linien wurden in den 
homocygoten Zustand uberfuhrt und welter charak- 
terisiert. Die hochsten lojciferase-Aktivitaten wur- 
den in der Mauslinie 2127 nachgewiesen. 

2. GefaB-spezifische Aktivitat des 2.3 kb SMHC- 
Promoters in adulten Mausen 

Es ist bekannt, da8 die Aktivitat des SMHC- 
Promotors nach der Geburt abregufiert wird. Fur 
eine detaillierte Analyse des vom 2.3 SMHC-Pro- 
motor bedingten Expressionsmuster wurden die 
Lichtaktivitaten in Gewebelysaten von representati- 
on Organen aus adulten transgenen 2.3 SMHC- 
Luc Mausen bestimmt (Figuren 4 a und b). Hohe 
Luciferase-Aktivitaten wurden in GefaBen des arte- 
riellen Systems, einschlieBlich der Koronararterien 
gemessen. Signifikant erhChte Expression wurde 
auch im vencsen System (Vena cava, Pfortader) 
gefunden. Keine Oder lediglich Background-Aktivi- 
taten wurden anderen Proben , wie z.B. im Herzen, 
Skelettmuskulatur, Leber, Osophagus, Lunge, Tra- 
chea, Pankreas, Duodenum, Colon, Milz, Blase, 
Uterus, Harnblase Nebermieren und Gehirn 
bestimmt 

Etwas erhdhte Background-Aktivitaten in sol- 
chen Proben kSnnen durch eine unvollstandige 
* Abtrennung der vaskularen Strukturen vor der Ana- 
lyse erklart werden. Eine Abtrennung des Mesen- 
teriums, das den grOBten Teil der intestinalen 
GefaBstruktur enthait, ergab ebenfalls uberra- 
schenderweise eine mit Aorta oder anderen Arte- 
rien vergleichbare Luciferase-Aktivitat Zusammen 
mit dem Befund. daB keine Aktivitat im Osophagus, 
das kein Mesenterium enthait, gemessen werden 
konnte, ist daraus zu schlieBen, daB die in einigen 
Versuchen beobachtete geringe intestinale Expres- 
sion aus glattem GefaBmuskel der Mesenterialge- 



faBe stammt. 

In weiteren Versuchen (Ergebnisse nicht 
gezeigt) wurde die Lucrferase-Genexpression in 
Koranararterien untersucht Bei diesen Experimen- 

5 ten wurde die Koronararterie von Myokardgewebe 
abgetrennt. Uchtaktivitat wurde ausschlieBlich in 
Proteinextrakten der KoronargefaBe, nicht jedoch 
in Myocard-Proben nachgewiesen. Diese Ergeb- 
nisse bestatigen, daB die erfindungsgemaB ver- 

10 wendeten Promotorsequenzen die erforderlichen 
cis-Elemente enthalten, um eine Genexpression im 
venOsen und arteriellen GefaBsystem, einschlieB- 
lich der Koronararterien. zu steuern. 

75 Zusammenfassend ist festzustellen, daB der erfin- 
dungsgemaB bevorzugt verwendete 2.301 kb SMHC 
Promotor aus Kaninchen uberraschenderweise alle 
wesenttichen regulativen Elemente enthait. die fur eine 
spezifische Genexpression im adulten vaskularen 

20 GefaBsystem von Arterien und Venen notwendig sind 
und sich somit fur gentherapeutische Ansatze eignet. 

Patentanspruche 

25 1. NukJeinsaurekonstrukt mit Spezifitat fur glatte 
GefaBmuskelzellen, dadurch gekennzeichnet. daB 
es unter der Kbntrolle einer regulativen NuWeotid- 
sequenz fur die Myosin-Schwere Kette der glatten 
Muskulatur (SMHC) eine funktionale NuWeotidse- 

30 quenz umfaBt. 

2. NukJeinsaurekonstrukt nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet. daB die regulative NuWeotidse- 
quenz eine SMHC-Promotorsequenz umfaBt. 

35 

3. NukJeinsaurekonstrukt nach Anspruch 2, dadurch 
gekennzeichnet, daB der SMHC Promotor die in 
Figur 1 angegebene Nukleotidsequenz von Nukleo- 
tidrest +1 bis NuWeotidrest +2301 Oder ein funktio- 

40 nales Aquivalent davon umfaBt. 

4. NukJeinsaurekonstrukt nach einem der AnsprOche 
1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB die funktio- 
nale Nukleotidsequenz 

45 

a) fur wenigstens ein in den GefaBmuskelzel- 
len zu exprimierendes heterologes oder homo- 
loges Genprodukt kodiert; oder 

b) eine therapeutisch wirksame NukJeotidse- 
so quenz darstellt 

5. NukJeinsaurekonstrukt nach Anspruch 4, dadurch 
gekennzeichnet, daB die kodierende Nucleotidse- 
quenz fur ein Markergen oder ein therapeutisch 

55 wirksames Genprodukt. insbesondere fur ein arrti- 
proliferativ wirkendes Genprodukt kodiert. 

6. NukJeinsaurekonstrukt nach Anspruch 5, dadurch 
gekennzeichnet daB das antiproliferativ wirkende 
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Genprodukt ausgewahlt ist unter Toxinen und Zell- 
zyWus-lnhibitoren. 

7. Nukleinsaurekonstrukt nach einem der vorherge- 
henden Anspruche. dadurch gekennzeichnet, daB 
es wertere regulative Nucleotidsequenzen umfaBt, 
ausgewahlt unter Leadersequenzen, Enhancerse- 
quenzen, Polyadenylierungssignalen und die 
Expressionsrate steuernde Sequenzen. 

8. Nukleinsaurekonstrukt nach einem der vorherge- 
henden Anspruche, dadurch gekennzeichnet daB 
es in 3- Position zur kodierenden Sequenz ein 
SV40-Polyadenylierungssignal umfaBt 

9. Vektorsystem, umfassend eine Nukleinsaurekon- 
strukt nach einem der vorherigen Anspruche. 

10. Vektorsystem nach Anspruch 9, namlich ausge- 
wahlt unter viralen und nicht-viralen Vektoren, 
gegebenenfalls in Kornbination mit Liposomen. 

11. Transgenes Saugetier, dadurch gekennzeichnet, 
daB es transformiert ist mit einer Nukteotidse- 
quenz, umfassend wenigstens ein Nukleinsaure- 
konstrukt nach Anspruch 1 bis 8 oder wenigstens 
einen Vektor nach Anspruch 9 und 10. 



16. Verwendung eines transgenen Sdugetiers nach 
einem der Anspruche 1 1 und 12 oder einer Zellinie 
nach einem der Anspruche 14 und 15 als Testsy- 
stem for pharmakologische, medizinische, insbe- 

5 sondere diagnostische. therapeutische oder 
gentherapeutische Untersuchungen von Dysfunk- 
tionen der glatten GefaBmuskeln. 

17. Verwendung nach Anspruch 16 dadurch gekenn- 
10 zeichnet, daB die Dysfunktion eine Restenose 

umfaBt 

18. Verwendung eines NuWeinsaurekonstrukts nach 
Anspruch 1 bis 8 Oder eines Vektors nach Anspruch 

15 9 oder 10 zur Herstellung eines pharmazeutischen 
Mittels zur gentherapeutischen Behandlung von 
Dysfunktionen der glatten GefaBmuskeln. 

19. Verwendung nach Anspruch 18, wobei man das 
20 Konstrukt oder den Vektor, vorzugsweise mit Hilfe 

eines Katheters, dem arteriellen oder venosen 
Koronarsystem appliziert. 

20. Verwendung einer Nukleinsaurekonstrukt nach 
25 Anspruch 1 bis 8 oder eines Vektors nach Anspruch 

9 oder 10 zur Selektion oder Immortalisierung glat- 
ter GefaBmuskelzellen. 



12. Transgenes Saugetier nach Anspruch 11, ausge- 
wahrt unter Maus, Ratte, Hamster, Kaninchen. 
Katze, Hund, Schwein, Schaf, Ziege, Rind, Pferd 
und Affe. 

13. Verfahren zur Herstellung eines transgenen SSuge- 
tiers nach einem der Anspruche 11 und 12, 
dadurch gekennzeichnet, daB man 

eine befruchtete Eizelle des Saugetiers gewinnt; 
in den mannlichen Pronucleus eine Losung mikro- 
injiziert, 

welche wenigsten ein Nukleinsaurekonstrukt nach 
einem der Anspruche 1 bis 8 Oder wenigstens 
einen Vektor nach Anspruch 9 oder 10 umfaBt; 
die transf izierte Eizelle in das Ovidukt eines schein- 
trachtigen Wirts implantiert; und 
das transgene Tier durch den Wirt austragen laBt. 

14. Zellinie der glatten GefaBmuskulatur, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Zellinie transformiert ist 
mit einer NuWeotidsequenz, umfassend wenig- 
stens ein Nukleinsaurekonstrukt nach Anspruch 1 
bis 8 oder wenigstens einen Vektor nach Anspruch 
9 oder 10. 



21. Pharmazeutisches Mittel, enthaltend in einem phar- 
30 mazeutisch akzeptablen Trager eine gentherapeu- 
tisch wirksame Menge wenigstens eines 
NuWeinsaurekonstruktes nach einem der Anspru- 
che 1 bis 8 oder wenigstens eines Vektors nach 
Anspruch 9 oder 10. 

35 



40 



45 



50 



15. Zellinie anch Anspruch 14, dadurch gekennzeich- 
net. daB sie abgeleitet ist aus embryonalen Stamm- 55 
zellen von Maus, Ratte, Hamster, Kaninchen, 
Katze, Hund, Schwein, Schaf. Ziege. Rind. Pferd. 
Affe oder Mensch. 
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1 CTCCACCTCC AGCTCAACCG ATCCTTOCT T CCC CG CCCGG 
81 CGGGAAGACG ATGATCAGCC CCACTTTATC CTCTACCTAC 
161 TTTCCACTCC TTTTACACTC TCGATGCGAA AAGCCATCTG 
241 CTTCCCCAGC CACCTCCCT O CGCCCGTOCT TGACTGAAGG 
321 TGCACAAGGC ACCCAGACCC TGTCTCGGGC GGACTTCTCC 
401 GCACGCTCTC CATCCTCCCA GGCTGGGCTC TCAGCTTTOC 
481 TTCCCGAAAC CCAGGAAGTA CCCATTCCCC TTOCCTTTTC 
561 G CC CTTGGT C TAACAGCTGC AAGAGCCCCC TGCAGATCCA 
641 CCCTTTCTCT TTCAGGGCTC CCCTCTGGAA CTCACCCAGG 
721 CATCCCCTCT ACCGACICAC TCTTCCCACC TGCCGCCTCG 
801 CGGGCGGAGT TCTGCAATAA GGACCTACGT AAGCCCTAAG 
881 ACCCACTCCC CCAAACGCTC TCGCCCCAAG CGGCCGGGAA 
961 CCCTTCGGCC CCGCGCGGGG TOCACGGTCC CCTCCCCCGC 
1041 AGCGGGAGCG GCCAGCCCCC COCTGCTATC CGGCGCTGGG 
1121 TGTCTCCCGC CCCGCGCCCC GCCCCCCCCC CGCCCCGGGA 
1201 GGAGCCGGGT CCCCGGCCTC GCCAGGGGCC ACCCCCCAGC 
1281 AGCGCAAGGG GAGAGACCGG CAGAAGTCGG GGACCGAGGC 
1361 CCCTTCCAAA CCCGACCTCC CAAGCCTGGC GAAACGATGA 
1441 GTCTTGCAAA AAGTTCATAT CGGAAACGCA TGTTATGAAA 
1521 ATAAAGTCAG CTTTTAATTC CTTCTGCCCC TGAACTTTCT 
1601 AGCGAGGGGC CCCGATCCTC ACCCAGCCAC TGAGAACCCC 
1681 ACCCCOCGTC CCCCACTCCC GCAGCCCCCC CTCGCCAGCG 
1761 OGCACOCGAC CGCGTTATCC CCGCCCCCTC CTCCCTTTAC 
1841 CAAGC1CTCG OSTCGCOCC C AGCTCCCQCC GGCCCGACCC 
1921 CCCCGCCTCQ CACTTGGCCA AGTTCAGAAA ATCCCCTTTC 
2001 CGTCCCCCCA OCCCCCOQAC CCCGACGTTG CACCCTCGGC 
2081 CCCACTCCCA CCCCCACAGA CCCCCCCTCT TCCCCGGTCC 
2161 AAAGCCCCAC GCCTCGOQCC CTCCAGGGGG CGCTGCGGAC 
2241 CCCTCCCCCC TCCCACCCCC GOOCAGCTCC GGGTGTATAA 



CGCTCGCATT CCACCACTCC TCTTGGATTA CCTTCCACCC 80 
TTCTCTGCTC CACATCACCT CTCTCCCCAC CCACCGACAC 160 
CGGAAGCACC TCATCCATCA TCTTCCAGAC CCTTCO C CCT 24C 
ACCTCCCCTG TTCTCCAOCC TGAGCTTOCT CTCCGACGGA 320 
ACCCAGCCGG CCTCCGAOCC TGCACGCAAC ACTAAGCCCA 400 
TGCCTAACAT GAAATGCOCA GTATTTGACA CGAGGACTGC 480 
ACAGCCCGGG AAACCGCCCC ACACACAATC CGACGTACTT 560 
CACTCAOCCA TCTCACCCCA CACCCCTGCC TTTGGCCTCG 640 
CTGTCACAAG GCCCCAGCAC CCACCCCCGA CACCCCCCCG 720 
GGGTATTAAT ATAAGACACC CCACGCACAC CTGGTTCCAG 800 
CCCCGTCCAC AGCCAGGCCA GGGTCTTCCC AGCTCCCTGA 880 
GCGCGTGGGA CTGGGGGGTG CCCCAAGCCC AGGGGGTCCC 960 
ACCGGCCGAG CCGAGACGCC GCGAGCCACC ATATTTAGTC 1040 
ATTTCCTGCA GGAAGGAGCC CGCGCCTCCC CTTT TT CG GC 1120 
GGGAGGACCG GCCCGGGAAC CTCCGAGCCG CCCCCCGCGG 1200 
CTGGACTTCC TTTTATGGCC TGTGTATGCT TGCGTGGGAC 1280 
CACAGACAGC GACAGCGCCG TGCAGAGCCT CTTCCGAGGA 1360 
TrjTCGTGCA AAAAACCCCT CACATCCATG CCTCCGAGGG 1440 
AAGTCTGCAT GGATCTCAAT GTTCT CT T TC CCCCATCAAA 1520 
GAACGACCCT CGGACGCAGA GACCGAGGCA CGAGCCGGAG 1600 
CCGGGCCCAC CCACCCGCCC CACCCAGTCC CCCCGGGTCC 1680 
CGACCCGCCC GCGCTGTCCT GGGCTCCCGA CGACCCCCCT 1760 
CAGTGCCCAC CCCGCGGCTC GGGAAGGAGA GTGACTCGGC 1840 
CAACTCCGCA AGGGCAGGCC CTGCO C CCCT CCGCACCCTC 1920 
CCGACTCTPC CCTGCAGCCC CCGGGAGGGA GGTGCGCCAG 2000 
TGCGACTCCG GGGCGAACTT CTCCAGCACC CCGTTCTCTA 2080 
GGCAGCACCC AGGGCACAGA CAGCCCTCTG GGCCGGGGCC 2160 
CGAGCCGAGC GAGACCCTCC CTCACCGCAC CCCGTGGGCC 2240 
AGAGCAGCGT CCGAGGCGCG C 2301 



Fig. 1 
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